
岡山医学会雑誌 第118巻 January2007,pp.205-208
平成17年 度岡山医学会賞(山 田賞)受 賞論文

蛋 白導 入 シス テ ム"Protein Transduction System"を 利 用 した

プ ロ テ イ ンセ ラ ピ ー の 発 展 と現 状 につ い て

― 悪性脳腫瘍に対する蛋白導入法の利用を中心に ―

道 上 宏 之a,b,c*,富 澤 一 仁b,魏 萢 研b,松 下 正 之b,陸 雲 飛b,市 川 智 継a,

田 宮 隆d,松 井 秀 樹b,伊 達 勲a,

岡山大学大学院医歯薬学総合研究科a神 経病態外科学,b細 胞生理学
cカリフォルニア大学サンディエゴ校医学部 細胞分子医学教室,d香 川大学医学部 脳神経外科

キ ー ワ ー ド:プ ロ テ イ ンセ ラ ピ ー,悪 性脳 腫 瘍,p53,エ ン ドソ ー ム,蛋 白導 入 ドメ イ ン

は じ め に

悪性脳腫瘍,特 に神経膠芽腫 は現在でも非常に治療

困難な腫瘍の一つであり,様 々な治療の施行によって

も生存期間中央値 は一年以下 と報告 されている1).神

経膠芽腫に対する治療結果は,実 質的には25年前 と比

較 してほとんど改善 していない2).こ れは,脳 腫瘍が

脳 というきわめて重要な場所に発生するため正常脳組

織 を含む広範囲切除を行うことが困難であることに起

因する.今 後,神 経膠芽腫 に対する治療法 として腫瘍

細胞 を特異的に殺傷 し,正 常細胞 を傷つけない治療法

を確立することが重要である.伝 統的な抗癌剤や放射

線 を使用 した癌治療では,腫 瘍細胞だけを殺傷するこ

とは困難であり,よ り腫瘍特異的治療の必要性が高ま

っている.例 えば,あ る特定の蛋白や蛋白一蛋白の相

互作用 が腫瘍細胞の中で変化 し制御不能 となってい る

場合,そ の 目的 の蛋 白や蛋 白一蛋 白の相互作 用 を特 異

的に調節す るこ とは非常 に魅力 的な癌治療戦略 になる

と考 え られる.現 在,こ れ らの治療が遺伝 子治療 とし

て発展 を遂 げてい るが,い くつかの臨床治験 の中で は

治療効果 と並行 してそれ以上 の副作用が問題 となって

いる3-5).最 近,蛋 白導入システム(Protein Transduc-

tion System)を 用いて,直 接 ペプチ ドや蛋 白全体,ま

た蛋 白の機能性 ドメイ ンのみを細胞へ導入す る手法 が

広 まってお り,癌 治療へ応用 で きるのではないか と注

目を集 めてい る.特 に岡山大学大学院医歯薬学総合研

究科細胞生理学で は新 しい細胞膜通過 ドメイ ンを発見

し,同 神経病態外科学 との共 同研究 にて,神 経 膠芽腫

に対する新 しい治療法 開発の基礎研究 を行 なっている.

蛋 白導入システム

1.　ヒ ト免疫 不全 ウイルス(HIV)-1型TAT蛋 白の
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入 ドメイン(Protein Transduction Domain:PTD)の

代表的ペプチ ドであるTATド メインはヒ ト免疫不全

ウイル ス(HIV)-1型 のTAT蛋 白 よ り発見 された.

TAT蛋 白は転 写 開始 や遺 伝子 組 込 み反応 に重要 な

long terminal repeat(LTR)に 必要 であ り,ウ イルス

の複 製 に不可 欠 な蛋 白 で あ る61.1988年,Greenと

Loewensteinの グルー プ7な らびにFrankelとPabo8)

の グループが,培 養細胞内 において細胞外 に添加 した

TAT蛋 白が細胞 内の ウイルスプ ロモー ターの転写 を

活性化 させ るとい う結果 を報告 した.1991年 にMann

とFrankelの グループが外因性 のTAT蛋 白が培養細

胞条件下にて レセプ ターを介 さず に細胞 内に導入 され

た ことを報告 した9'.

2.　蛋白導 入 ドメイ ンの発見 と発展

TAT蛋 白のア ミノ酸配列1-72や37-72の ドメイ ン

と化学 的に結 合 させ たβガラク トシダーゼ蛋白が細胞

内へ導入 された10.さ らに,NagaharaとDowdyら は

ア ミノ酸 配列47-57(YGRKKRRQRRR)の11個 のア ミ

ノ酸か らな る現 在のTATド メインと融合 させ た蛋 白

が細胞 内へ導 入 され,細 胞機能 を制御する ことを証明

した11).こ れが蛋 白導 入 ドメイ ンを使 った蛋 白導入 シ

ステ ムの礎 と考 え られる.そ の後,単 純ヘルペス ウイ

ルスのVP22蛋 白121,シ ョウジョウバエの転写因子 の

一つ であ るAntennapediata蛋 白13よ り蛋 白導 入 ドメ

インが発見 された.い ず れの蛋 白導入 ドメインに も塩

基性 ア ミノ酸 である リジ ン(K)や アルギニ ン(R)

が多 く含 まれ る こ とが特徴 で ある と され た.ま た,

Matsushitaら に よ り人工 的 に合 成 されたポ リア ルギ

ニ ン ドメイ ン(11R)が 開発 され ,他 の蛋白導入 ドメ

インと比 較 して,非 常 に高 い導入 を認めた141.

3.　蛋白導入のメカニ ズム

当初は,細 胞観察時細胞固定 に使用するアル コール

やパ ラフォルムアルデ ヒ ドの効果 によ り細胞表面 に付

着 して いる蛋 白が導 入 されて いる との指摘 が あ った

が,そ の後,生 細胞状態 での観察や転写活性 の測定 な

どにおいて も導 入が確認 され た.導 入のメ カニズム と

しては,塩 基性 ア ミノ酸 を多 く含 む蛋白導 入 ドメイ ン

はプ ラスの電荷 を帯 びているため,細 胞膜表面 の負電

荷 を帯 びたヘパラ ン硫酸 プロテオグリカンに接着 し,

その後Lipid-raftと 呼 ばれ るコ レステロール豊富 な部

位 よ り細胞 内ヘ エ ン ドサ イ トーシスの一種 であるマク

ロピノサイ トーシスにて取 り込 まれ る.導 入後マ クロ

ピノソームに局在す るこ とが報告 されている151.

4.蛋 白導入 システムの問題点 と解決法

投与 した蛋 白が細胞内に十分導入 されているのにも

かかわ らず十分 に活性 を示 していない理 由の一つ に,

マ クロピノソーム内での蓄積 とい う問題が あった.マ

クロピノソーム内 に貯留 し,よ りわず かに しか放出 さ

れないため見 た 目の投 与量 と比較 して低 い活性 しか示

さなかった16.こ れ を解決すべ く我 々は,癌 抑制遺伝

子p53蛋 白に蛋 白導入 ドメインとエ ン ドソーム放出 ド

メインの二つ の ドメインを付 けた蛋 白を作成 した.エ

ン ドソーム放 出 ドメインとは,エ ン ドソーム内がpH5

程度 と非常 に低 いpHを 示 して いる こ とに着 目し,

pH7で は作用 を示 さないが,pH5に なる と膜 破壊作 用

を有するイ ンフルエ ンザのヘマ グルチ ニ ンサ ブユニ ッ

トの一つINF7で ある.こ の二 つの ドメ インを併用 し

たp53蛋 白は,蛋 白導入 ドメイ ンのみのp53蛋 白 と比

較 し1/100低 濃 度にて悪性 脳腫瘍細胞 の腫瘍増殖抑 制

効果 を示 した17。 また,細 胞質内蛋 白導入後の もう一

Protein Transduction

Nucleus

図1 蛋 白導入 ドメインによ り細胞内導入後のp53蛋 白が,エ

ン ドソー グ放出 ドメインによ りエン ドソームより放出 された核

に移行 している.
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つの問題点 として,導 入蛋 白の分解 とい う点があ る.

ウイルスを使 った遺伝 子治療 と異 な り,外 因性の蛋 白

を導入す る蛋 白導入 システム を使用 した治療 において

は当初 に投与 した蛋 白が時間経過 とともに減少 してい

く.細 胞 内 に導入 されたp53は ポ リユ ビキチ ン化 され

プロテアソームよ り速やか に分解 される.そ こで我 々

は,p53蛋 白のC末 端 部分 にあるユ ビキチ ン結合部位

の6つ の リジン基 をアルギニ ン基 に変異 させユ ビキチ

ン抵抗性p53蛋 白を作 成 した.こ れに蛋 白導入 ドメイ

ンを付 加 したユ ビキチ ン抵抗性p53蛋 白 は通 常 の5

倍以上長 く細胞 内 に発現 し,毎 日投与が必要であ った

野生 型p53蛋 白 と比較 し4日 間 を一 回の投与 にて細

胞増殖抑制効果 を示 した18).臨 床応用 に向けて改 善 し

ない といけ ない点 は数々あるが,蛋 白の修飾や他 の ド

メインの併用 に展望が開きつつあると思われ る(図1).

蛋白導入 システムを用 いたin vivoに おける研究

1.悪 性腫瘍 に対 して

悪性腫 瘍 に対 して行 なわれている蛋 白導入システム

を利 用 したin vivoの 実 験 が い くつ か報 告 されて い

る.p53のC末 端部分 のペ プチ ドは正常細胞 に対 して

は障害 を有 さず,癌 細胞特異 的な細胞増殖抑制効果 が

報告 されていた.p53のC末 端ペ プチ ドに蛋 白導入 ド

メイ ンを付加 し,マ ウス癌細胞腹腔 内播種 モデル にこ

のペ プチ ドを腹腔 内投与 した.こ の際,通 常のLア ミ

ノ酸合成 したペ プチ ドでは分解が早 いため にその光学

異性体のDア ミノ酸 を用 いて合成 した.こ の分解抵抗

性 を持つ抗腫瘍性 ペ プチ ドを蛋 白導入 システム にて導

入 し,長 期の生存効 果 を認 めた19).

SimoneとKlausの グループは,TNF関 連 アポ トー

シス 誘 導 リガ ン ド(TNF-related apoptosis-inducing

ligand:TRAIL)に 蛋 白導入 ドメインを付加 したペプ

チ ドを頭 蓋内脳腫瘍 モデルマウスに定位的脳 内投与 を

行 なった.こ の リガ ン ドはデス レセプター を介 して腫

瘍特異的 に作用 し,腫 瘍 の体積 を減少 させ生存 日数 を

延ば した20).

2.虚 血 に対 して

脳 虚血 ・脳梗塞 や心筋虚血 ・心筋梗 塞 などに対す る

蛋 白導 入 シス テム を利用 した研 究 の報告 が増 えて い

る.以 前 よ り脳 虚血 によるNMDAレ セプ ターの活性

化 がc-Jun N-terminal kinase(JNK)の 活性化 を引 き

起 こし神経細胞死原 因 となってい るとされていた.そ

こでのJNK結 合蛋 白 よ り取 り出 した20ア ミノ酸 と蛋

白導入 ドメイ ンを融合 させ たペ プチ ドを競合 的阻害薬

としてラッ ト中大脳動脈 閉塞モデル投与 した.治 療 モ

デル と治療 を受けていないモデルで は閉塞後脳梗塞サ

イズ に有意 な差 が認 め られ た21,22).

また,NMDAレ セプ ターの活性 の下流 をターゲ ッ

トとする研 究 も報告 されてい る.虚 血時,NMDAレ

セ プ ター はNO産 生 や 細胞 死 を引 き起 こす 細 胞 内

PSD-95蛋 白 と相 互作 用 す る こ とが知 られ てい る.

Aartsら のグルー プは,NMDAレ セ プター誘導 ペ プ

チ ドと蛋 白導入 ドメイ ンを融合 させたペプチ ドを培養

初代神経細胞 に投与 しNMDAレ セプ ター依存性 のア

ポ トーシス を抑制す るこ とを確 認 した.そ の後,こ の

ペ プチ ドを経静脈投与す ることで ラッ トの中大脳動脈

閉塞モデル における脳梗塞部位の縮小 と神経症状 の改

善 を認めた23).

3.炎 症 に対 して

炎 症性 疾 患 に対 して用 い られ る,ス テ ロ イ ドや

NSAIDSは 非常 に効果 的であるが,病 気 の原 因 となっ

てい る炎症 のみを特異的 に抑制 しないために様々 な副

作用 を引 き起 こす こ とが問題 とされ てい る.Rasや

PI3キ ナーゼの活動 によって引 き起 こされ るマ ウス喘

息モ デルに対 し,Myou S.ら のグル ープはPTD融 合

の ドミナ ン トネガ テ ィブのTAT-DN-H-RasやClass

IAのPI3キ ナ ーゼのregulatory subunit p85alphaよ

り作 ったTAT-DN-E85を 全 身投与 す るこ とに よ り,

IL5や 他 の抗 原 によって惹起 される好酸球 や リ ンパ球

の気 道内へ の浸潤 を抑制 した.そ れに よ り,気 道 内の

抗原 に対 す る過敏症症状 をモデルマ ウス内で抑制 し,

肺組織 内で の リン酸 化Aktを 特異 的 に抑制 してい る

こ とを証 明 した24).ま た,NF.κBが 炎症 におけ る中

心 的 な調節 因子 で あ る こ とが 発 表 され て い る25).

NF-κBを 特異 的に ラッ ト炎症 モデル において抑制す

る報告 として,Clohisyら はNF-κBを 抑制 し,安 定

した構 造 を持 つIκB蛋 白 とTATを 融合 させ た,

TAT-IκB蛋 白 を精製 し,関 節炎 が発症 している リュ

ウマチマ ウスモデルに対 し全 身投与 を行 い,特 異的 に

炎症 のみ を抑制 しその他の副作用 を呈 さなかった と報

告 している25).

お わ り に

現在,蛋 白導入 システム を利用 した基礎 研究や臨床

応用へ の研究 は非常 に発展 している分野 である.現 在

臨床試験が されてい るウイルスベ クーや ナノパーテ ィ
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クル を用 いた遺伝子導入法 と比較 して も,蛋 白導入法

は非常 に高 い レベルに まで発展 してい る.し か しなが

ら,導 入効率 や細胞 内外 の蛋 白の安定性 な ど解決 しな

ければいけない問題 も多 く残 ってい る.遺 伝子導入法

と蛋 白導入法 を比較す るだけの研究 は終 り,い かに し

て この方法 を利用 するか とい う局面 にきてい ると考 え

られ る.ウ イル ス ベ ク ター な どを用 い て 遺伝 子 を
"T
ransfection"す る方法 と,蛋 白導入法 を用 いて蛋 白

を"Transduction"す る方法 の両 方 を我 々は長所 を生

か しなが ら活用 する ことに より質 の高い研 究お よび臨

床応用へ の道が開かれる と考 え られ る.
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